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Resumen

El bioetanol es utilizado para la sustitucion de
combustibles derivados del petréleo, que es un recurso
no renovable con problemas de abastecimiento, efectos
contaminantes y contribucién al cambio climatico. La
produccion de bioetanol se centra hoy en la
fermentacion de glucosa procedente de biomasa
azucarada o amilacea, los principales productores de
bioetanol son Estados unidos y Brasil que lo obtienen a
partir de maiz y cafia de azlcar. En éste trabajo se
reportan resultados de la hidrolisis acida de harina de
yuca (Manihot esculenta) para obtener azlcares
glucosados fermentables para su posterior obtencion de
etanol. Para la hidrdlisis acida se utilizd un disefio
experimental 3X2X3 con tres variables: tiempo,
volumen de la reaccion y concentracién de acido
sulfdrico, los azucares reductores obtenidos se
caracterizaron mediante la técnica DNS de Miller. El
analisis de los resultados reporta las condiciones
Optimas para la hidrélisis de yuca en el rango de las
variables estudiadas

Hidrolisis, Jarabes glucosados, DNS, Yuca

Abstract

Bioethanol is used for the substitution of petroleum
fuels, which is a non-renewable resource with problems
of supply, polluting effects and contribution to climate
change. Bioethanol production is currently focused on
the fermentation of glucose from sugary or starchy
biomass. The main producers of bioethanol are the
United States and Brazil, which obtain it from corn and
sugarcane. In this work we report results of the acid
hydrolysis of cassava flour (Manihot esculenta) to
obtain fermentable glucosed sugars for its subsequent
ethanol production. For acid hydrolysis, an
experimental 3X2X3 design was used with three
variables: time, volume of the reaction and
concentration of sulfuric acid, the reducing sugars
obtained were characterized by Miller's DNS technique.
The analysis of the results reports the optimal
conditions for the hydrolysis of cassava in the range of
the variables studied

Hydrolysis, Glucose syrups, DNS, Cassava
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Introduccion

En la actualidad la generaciéon de alternativas
energéticas distintas a las ya convencionales
obtenidas principalmente de la explotacion del
petréleo, ha conllevado al uso de materias
primas naturales dando lugar a los Ilamados
biocombustibles dentro de los cuéles destaca el
bioetanol.

Para satisfacer plenamente la demanda de
etanol como alcohol carburante a nivel mundial,
se han desarrollado diferentes metodologias
durante las dos dltimas décadas y se han
empleado diferentes sustratos no convencionales
como materia prima para su produccion, entre
ellos los mas competitivos son la cafia de azlcar
y el maiz, debido a que a partir de estos sustratos
se logran alcanzar excelentes rendimientos; pero
para abarcar y satisfacer la demanda actual de
este combustible se requiere ampliar la cobertura
de los cultivos y/o sustratos destinados para tal
fin, sin poner en riesgo la alimentacion humana.

La bisqueda de alternativas en la
produccidn de etanol a partir de materias primas
no tradicionales, es necesaria debido al aumento
de la produccion del mismo en el mundo, el cual
ha estado a la par con el desarrollo de nuevas
tecnologias que permiten obtener alcohol a partir
de residuos de: madera, desechos solidos y todos
los materiales que contengan celulosa y
hemicelulosa, lo que permite revalorizar los
residuos de varias industrias convirtiendolos en
materia prima para la obtencion de etanol.

La biomasa lignocelulésica rica en
polimeros de celulosa y hemicelulosa entre 75-
80%, los cuales pese a su dificultosa
degradacion, es posible mediante procesos
quimicos, fisicos y/6 biologicos desdoblarlos a
azucares monosacaridos para su posterior
conversion a etanol.

Las apuestas en investigacion estan
dirigidas al estudio e incursiébn de
pretratamientos viables para la potencializacion
de los productos lignocelulésicos,
aumentandoles el contenido de azUcares para su
posterior ~ obtencion de  bioetanol  por
fermentacion. La hidrolisis acida es un paso
importante en la conversion de los residuos a
bioetanol.
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Los biocombustibles o bioenergéticos son
los obtenidos a partir de la biomasa y pueden ser
0 no transformados o procesados. Se distinguen
tres tipos de biocombustibles sélidos, liquidos y
gaseosos (Ruiz, 2017).

Estados unidos produce el 58% del
bioetanol (15329 millones de galones) a partir de
maiz; Brasil el 27% a partir de cafia de azUcar;
de la Unidn Europea, el principal productor es
Francia quién lo produce a partir de la remolacha
de azlcar y del trigo. China el 3% a partir de
granos basicos. Canada lo produce a partir del
trigo y paja. En México se produjo menos del 0.3
% del total mundial en 2016 (RFA, 2016).

Todo producto que contenga hidratos de
carbono como azucares, almidon o celulosa sirve
de materia prima (Barroso, 2010). El proceso de
produccion industrial de bioetanol combustible a
partir de materias primas para las tecnologias de
primera generacion, en este caso de cafia de
azucar y remolacha, es simple, ya que estos
insumos contienen sacarosa disuelta, la cual es
una molécula facilmente asimilable por bacterias
y levaduras, sin requerir hidrolisis previa. El
proceso tiene 4 etapas principales: extraccion de
jugos, fermentacion, destilacion y secado.

Cuando se utilizan almidones como
materias primas (provenientes de maiz, trigo,
sorgo, etc.) el proceso consta de cinco etapas
principales: molienda, hidrolisis, fermentacion,
destilacion y secado (Garcia & Masera , 2016).

Una de las etapas mas importantes para la
conversion de biomasa lignocelulésica en
productos para los biocombustibles es el
tratamiento de la biomasa. Los métodos se
pueden dividir en 3 diferentes categorias: fisicos,
quimicos y bioldgicos (Cuervo y col., 2009).
Aungue a veces estos tratamientos requieren de
una combinacion entre ellos (Menon & Rao,
2012).

El nombre cientifico de la yuca es Manihot
esculenta, la raiz de la yuca es cilindrica y
oblonga, y alcanza el metro de largo y los 10 cm
de didmetro. La céascara es dura y lefiosa, y no
comestible. La pulpa es firme e incluso dura
antes de la coccidn, surcada por fibras
longitudinales mas rigidas; muy ricas en hidratos
de carbono y azUcares, se oxida rapidamente una
vez desprovista de la corteza. Segun la variedad,
puede ser blanca o amarillenta (Cock, 1989).
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La planta de yuca tiene un tamario y forma
variables de acuerdo al tipo de ramificacion. En
la mayoria de las plantas propagadas
vegetativamente, el tronco se divide a cierta
altura en dos o tres ramas, las que a su vez se
dividen en otras tantas, dando a la copa forma
redondeada (Rojas, 2012).

La yuca recibe diferentes nombres
comunes: yuca en el norte y sur de América,
América Central y las Antillas, mandioca en
Argentina, Brasil y Paraguay, cassava en paises
anglo parlantes, guacamote en México, aipi y
macacheira en Brasil y mhogo en swabhili en los
paises de Africa oriental. (Jiménez 2016).

La grafica 1 muestra la produccion de yuca

en México la cual se ha mantenido en promedio
en 19000 ton de 2007 a 2018.
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Grafico 1 Produccidn de yuca en México (2007-2016)
Desarrollo experimental
1. Preparacion del sustrato

Las piezas de yuca se eligieron buscando que
fueran productos recién extraidos del cultivo, las
piezas se lavaron y cortaron en trozos de 1 + 0.1
cm. Los trozos de yuca se secaron por exposicion
directa al sol por dos dias sobre un pedazo de
papel aluminio, se molieron en una picadora
convencional (pica-lica moulinex).

Se tamizaron para evitar grumos grandes
(los de mayor tamafio se volvieron a moler).
Finalmente fueron secados en estufa a 50°C
hasta alcanzar un peso contante del sustrato.
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2. Hidrdlisis acida

Se realizaron algunos experimentos previos para
establecer las tres variables que mas efecto tiene
en la hidrolisis &cida, se estimé que la
temperatura dptima para los experimentos seria
de 120+1 °C (con un disefio experimental 2x3x3
con las variables volumen de reaccion,
concentracion de cido sulfurico y tiempo como
se muestra en la tabla 1.

Variables Niveles

1 2 3
Temperatura 121+1°C
Volumen de reaccion, mL |15 20
Concentracion de H2SO4, % |2 3 4
Tiempo, h 2 3 4
Variable de  respuesta, |Concentracion  de  azlcares
mg/mL reductores

Tabla 1 Disefio experimental de hidrélisis acida

Los azUcares reductores son aquellos
azUcares que poseen su grupo carbonilo (grupo
funcional) intacto, y que a través del mismo
pueden reaccionar como (dadores de electrones)
con otras moléculas que actuaran como
oxidante (aceptando electrones). Esta propiedad
permite determinar la concentracion de una
disolucion de azucar midiendo la cantidad de
agente oxidante que es reducido, como ocurre en
la determinacién del contenido de glucosa en
muestras de sangre u orina para detectar la
diabetes mellitus, en este documento se referiran
solamente como azucares.

Para experimentos de hidrolisis de yuca se
pes6 un gramo de muestra y se deposito en el
matraz, se afiadio el volumen de H,SO4 a la
concentracion requerida y se mezclaron; se
coloco en un bafio a reflujo a 121°C el tiempo
requerido (segun disefio experimental). Al
término de la reaccion se dejo enfriar, se filtro y
se neutraliz6 a un pH de 7.0 con hidroxido de
sodio saturado. Se registra el volumen total de
cada muestra. Cada experimento se realizé por
duplicado (Aradillas, 2012).

3. Cuantificacion de azucares reductores en
los jarabes glucosados

El contenido de azucares reductores presentes en
los jarabes hidrolizados se determind utilizando
el método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
con dextrosa como estandar.
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La cuantificacion consistio en agregar 1.0
mL del reactivo de DNS a un volumen de 1 mL
de la muestra del jarabe glucosado, se calento a
ebullicion por 20 min, se aforo a 10 mL y se
determiné la absorbancia en el
espectrofotometro a 540 nm (Miller, 1959).

Con los datos obtenidos de calculd la
cantidad de azlcares reductores totales de
acuerdo a la ecuacion que se obtuvo de la
elaboracion de la curva estandar de dextrosa,
donde la variable dependiente (y) es la cantidad
de azlcares reductores totales y la variable
independiente es la absorbancia de tal muestra
(x), (Aradillas, 2012), (Bello y col., 2006).

Resultados

El disefio experimental permitié establecer los
dieciocho experimentos de hidrdlisis acida que
se realizaron junto con una repeticién por cada
experimento.

La tabla 2 muestra los valores de la
concentracion de azucares reductores en g/L de
todos los experimentos realizados. La
concentracion de azUcares reductores en g/L se
calculé mediante la ecuacion 1, obtenida de la
curva de calibracion, dénde x es el valor de la
absorbancia de cada experimento.

y=2781.3x + 141.7 (1)

Concentracion de azUcares

reductores en g/L

H2SO4

2% (3% |4%
15mL |2h 63.5 |59.4 [45.7
63.6 |60.4 [49.8
3h 721 |54.9 |50.2
64.3 [49.4 |41.3
4h 64.7 |70.7 |44.2
56.1 |64.8 |40.6
20mL |2h 46.9 |42.1 (39.3
424 1394 |51.1
3h 52.2 |47.0 |37.8
48.7 |40.1 (40.1
4h 50.4 |45.1 |36.9
59.4 |(43.2 |345

Tabla 2 Concentrado de resultados de hidrélisis 4cida de
yuca

Como ya se menciond en el disefio
experimental se realizaron experimentos con dos
volumenes diferentes 15 y 20 mL, de los
resultados reportados en la tabla 3.
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Los efectos totales de las variables
evaluadas se presentan en el grafico 1, los
valores de los niveles utilizados para cada
variable se mostraron en la tabla 1.

En el grafico 1 se observa que para el
efecto concentracion de H2SOs, al aumentar la
concentracion de éste, la concentracion de
azucares reductores disminuye, algo similar
ocurre al aumentar el volumen del acido
utilizado, también se ve claramente que el
tiempo no parece tener tanto efecto en el
rendimiento de la reaccion, aunque si aumenta al
aumentar el tiempo de reaccidén, no es tan
significativo.

Las interacciones de los efectos
Concentracion- tiempo se muestran en el grafico
2, la concentracion de azlcares disminuye al
aumentar el tiempo de reaccion mostrando un
comportamiento muy similares a las 3
concentraciones evaluadas, obteniéndose los
valores mas altos al menor tiempo (2 h) con
valores promedios de 50.3 g/L sin afectar variar
el tiempo de reaccion como ya se habia
mencionado.
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Grafico 1 Interacciones de los efectos totales a los tres
niveles evaluados
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Las interacciones de los efectos
Concentracion- Volumen se muestran en el
grafico 3, la concentracibn de azucares
disminuye al aumentar la concentracion de &cido
sulfurico para los dos volimenes evaluados,
obteniéndose el mayor rendimiento a azucares
reductores de 64.05 g/L con 20 mL de H2SO4
2%, con un aumento significativo para cada
concentracion evaluada al aumentar el volumen
de acido de 15 a 20 mL.
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En cuanto a las interacciones Tiempo-
Volumen (gréafico 4), no se observan grandes
variaciones a los tres tiempos evaluados a
ninguno de los dos volumenes, pero si existe
mayor rendimiento aparente a volumenes de
acido de 15 mL, con valores promedio de 56.42
y 4425 g/L a 15 y 20 mL de H2SOs
respectivamente, sin embargo éstos es solo una
apreciacion, debido a que las reacciones
realizadas a 20 mL tienen volimenes finales de
jarabes glucosados mayores que los realizados a
15 mL,

—&—15mL —#—20mL
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Grafico 4 Interacciones de los efectos Tiempo de
hidrélisis-Volumen de H2SO4 utilizado

Por tal motivo se calcul6 el rendimiento de
la reaccidon en mg/g de sustrato de yuca utilizado
para cada experimento, multiplicando la
concentracion de azucares reductores de los
jarabes (g/L) por el volumen total obtenido de
cada experimento, modificando asi la tabla 3 en
la taba 4.
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Concentracién de azucares reductores

en mg/g sustrato de yuca
H2SOq4

2% 3% 4%

15mL |2h (9147 |8444 906.4
859.0 |[835.9 864.7
3h |938.6 |934.2 990.1
9242 |839.2 9724
4h 7777 |773.5 707.0
877.1 |867.2 669.9
20mL (2h [956.5 |1017.3 |905.7
985.2 |798.9 876.8
3h [804.7 |8225 928.6
7516 |746.4 986.7
4h (8454 [953.1 886.3
8454 |962.4 759.8

Tabla 3 Concentrado de resultados de hidroélisis acida de
yuca

Se realiz6 nuevamente el grafico de los
efectos totales principales (gréfico 5), donde se
encuentran cambios si la comparamos con el
grafico 1 donde tanto el factor volumen cono la
concentracion de H2SO4 disminuian, ahoraen el
grafico 5 permanecen casi constantes, la variable
que si modifica su variacion es el tiempo, en el
grafico 1 éste permanecia casi constante a los
largo de los 3 valores evaluados, mientras que en
el gréfico 5 disminuye para el segundo factor.
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Gréfico 5 Interacciones de los efectos totales evaluados
(para concentraciones de azucares reductores en mg/g
sustrato)

De acuerdo al anélisis de los resultados se
encontraron las condiciones Optimas para la
hidrolisis de yuca, las cuales se concentran en la
tabla 4.

Temperatura 121+1°C
Volumen de reaccion, mL |15
Concentracion de H2SO4, % | 2

Tiempo, h 2
Variable de respuesta,|Concentraciéon  de  azlcares
mg/mL reductores

Tabla 4 Condiciones 6ptimas para la hidrdlisis acida de
yuca
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Conclusiones

El uso de un sustrato con concentraciones altas
de almidon es de mayor relevancia para la
experimentacion de reacciones de hidrolisis con
las que se puede obtener altas concentraciones de
azucares reductores de los jarabes resultantes.

La determinacion de las condiciones
Optimas de hidrdlisis contribuye a la adquisicién
de la mayor cantidad posible de azucares
obtenidos del sustrato.

El resultado de este proyecto de
investigacion de hidrdlisis &cida de yuca
(Manihot Esculenta) permitira alcanzar con
mayor eficacia la conversion de yuca a bioetanol
mediante la fermentacion alcoholica de los
jarabes glucosados obtenidos.
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